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摘要
目的:探讨二十二碳六烯酸(ＤＨＡ)玻璃体注射对年龄相
关性黄斑变性(ＡＲＭＤ)大鼠光感受器细胞凋亡和磷脂酰
肌醇－ ３ －激酶 / 丝苏氨酸蛋白激酶 ( ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ) 通路的
影响ꎮ
方法:大鼠随机分为空白对照组、模型组、低剂量 ＤＨＡ 组
(Ｌ－ＤＨＡ 组)、中剂量 ＤＨＡ 组(Ｍ－ＤＨＡ 组)和高剂量 ＤＨＡ
组(Ｈ－ＤＨＡ 组)ꎮ 采用光损伤法建立干性 ＡＲＭＤ 大鼠模
型ꎮ ＨＥ 染色观察视网膜病理变化ꎬＴＵＮＥＬ 法检测视网膜
细胞凋亡情况ꎬ透射电镜观察视网膜神经节细胞超微结
构ꎬ酶联免疫吸附法测定视网膜组织 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 水
平ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测视网膜组织 ｐ －ＰＩ３Ｋ、ｐ －Ａｋｔ、Ｂａｘ、
Ｂｃｌ－２、ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５ 和 ｃｌｅｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达ꎮ
结果:与空白对照组比较ꎬ模型组大鼠视网膜总厚度、外核
层和内核层厚度、视网膜组织 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ 和 Ｂｃｌ－２ 蛋
白表达均降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ神经节细胞层和外核层细胞凋
亡指 数、 视 网 膜 组 织 ＴＮＦ － α 和 ＩＬ － ６ 水 平、 Ｂａｘ、
ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５和 ｃｌｅｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ － ３ 蛋白表达均升高(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组比较ꎬＭ－ＤＨＡ 组和 Ｈ－ＤＨＡ 组大鼠视网
膜总厚度、外核层和内核层厚度、视网膜组织 ｐ －ＰＩ３Ｋ、
ｐ－Ａｋｔ和Ｂｃｌ－２蛋白表达均升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ神经节细胞层和外
核层细胞凋亡指数、视网膜组织 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 水平、Ｂａｘ、
ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５和 ｃｌｅｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达均降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论:ＤＨＡ 可能通过激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路抑制 ＡＲＭＤ 大鼠
光感受器细胞凋亡ꎮ
关键词:年龄相关性黄斑变性ꎻ二十二碳六烯酸ꎻ光感受
器ꎻ凋亡ꎻ磷脂酰肌醇－３－激酶 / 丝苏氨酸蛋白激酶
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０１９.１２.０３

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＨＡ ｖｉｔｒｅｃｔｏｍｙ ｏｎ
ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｓ

Ｈｕｉ Ｗａｎｇꎬ Ｌｉｎｇ Ｓｈｅｎꎬ Ｘｉａｎｇ Ｊｉ

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｊｉａｏｚｕｏ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ

Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｊｉａｏｚｕｏ ４５４１５０ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｈｕｉ Ｗａｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｊｉａｏｚｕｏ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｊｉａｏｚｕｏ ４５４１５０ꎬ
Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｆｅｉｋｏ３６９＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１９－０３－２５　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０１９－１１－０７

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ
( ＤＨＡ ) ｏｎ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ － ３ － ｋｉｎａｓｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
(ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ) ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
(ＡＲＭＤ) ｒａｔｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ ( Ｌ －
ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ (Ｍ－ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ)
ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ (Ｈ－ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ) . Ｔｈｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｄｒｙ ＡＲＭＤ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｌｉｇｈｔ ｉｎｊｕｒｙ. Ｈｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａꎬ
ＴＵＮＥＬ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌｓꎬ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ
ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬ ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ － α ａｎｄ
ＩＬ－ ６ ｉｎ ｒｅｔｉｎａꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｐ－ＰＩ３Ｋꎬ ｐ－Ａｋｔꎬ Ｂａｘꎬ Ｂｃｌ － ２ꎬ ｐ －ＮＦ － κＢｐ６５ ａｎｄ ｃｌｅｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅ－３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒｅｔｉｎａ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｔｏｔａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａꎬ ｔｈｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｏｕｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ
ｌａｙｅｒ ａｎｄ ｉｎｎｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ－ＰＩ３Ｋꎬ
ｐ－Ａｋｔ ａｎｄ Ｂｃｌ－２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０.０５)ꎬ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｎｇｌｉｏｎ
ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒ ａｎｄ ｏｕｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＮＦ－α ａｎｄ
ＩＬ－ ６ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘꎬ ｐ －ＮＦ － κＢｐ６５
ａｎｄ ｃｌｅａｒｅｄ ｃａｓｐａｓｅ － ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ( Ｐ < ０. ０５ ) .
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ
ｒｅｔｉｎａꎬ ｔｈｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｏｕｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒ ａｎｄ ｉｎｎｅｒ
ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ－ＰＩ３Ｋꎬ ｐ－Ａｋｔ ａｎｄ Ｂｃｌ－２
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒｅｔｉｎａ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｍ－ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｈ－ＤＨＡ
ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒ
ａｎｄ ｏｕｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ＴＮＦ－α ａｎｄ ＩＬ－６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａꎬ
Ｂａｘꎬ ｐ － ＮＦ － κＢｐ６５ ａｎｄ ｃｌｅｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ － ３ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＤＨＡ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎻ
ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄꎻ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－ｋｉｎａｓｅ / ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｗａｎｇ Ｈꎬ Ｓｈｅｎ Ｌꎬ Ｊｉ Ｘ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＨＡ ｖｉｔｒｅｃｔｏｍｙ ｏｎ
ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ
ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０１９ꎻ１９
(１２):２０１２－２０１６
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０引言
年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)多发生于 ５０ 岁以上老年人ꎬ又被称
为老年黄斑变性ꎮ 随着社会老龄化的加剧ꎬＡＲＭＤ 发病率
逐年上升ꎬ已成为第三大致盲原因ꎬ严重威胁中老年人身
体健康[１]ꎮ ＡＲＭＤ 分为干性和湿性两种类型ꎬ临床中以干
性患者为主ꎮ 目前ꎬ干性 ＡＲＭＤ 主要应用抗氧化剂进行
治疗ꎬ缺少有效的药物缓解 ＡＲＭＤ 进展[２]ꎮ 磷脂酰肌醇－
３－ 激酶 / 丝苏氨酸 蛋 白 激 酶 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ － ３ －
ｋｉｎａｓｅ / ｓｅｒｉｎｅ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ)信号通路
是细胞内重要的信号转导通路之一ꎬ可调控下游多种活化
因子ꎬ参与细胞的增殖、分化和凋亡等生命过程[３]ꎮ 研究
表明ꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路在增殖性玻璃体视网膜病、后发
性白内障、青光眼等多种眼科疾病的发生和发展过程中发
挥关键作用[４]ꎮ 二十二碳六烯酸( ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＤＨＡ)是人体必须的不饱和脂肪酸ꎬ可促进视网膜光感受
器细胞和中枢神经系统的发育ꎮ 研究表明ꎬＤＨＡ 可能通
过 ＲＯＳ / Ｎｒｆ２ 途径诱导视网膜色素上皮细胞表达 ＨＯ－１ꎬ
从而发挥对视网膜色素上皮细胞的保护作用[５]ꎮ 饮食补
充 ＤＨＡ 可能通过提高胰岛素敏感性ꎬ降低血清成纤维细
胞生长因子 ２１显著改善非酒精性脂肪性肝病患者血脂水
平[６]ꎮ ＤＨＡ 可降低人视网膜色素上皮细胞 ＡＲＰＥ－１９ 凋
亡率ꎬ诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＨＯ－１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达ꎬ对
ＡＲＰＥ－１９ 细胞发挥保护作用[７]ꎮ 目前ꎬＤＨＡ 对 ＡＲＭＤ 患
者光感受器影响的研究相对较少ꎮ 本研究通过光损伤法
建立 ＡＲＭＤ 大鼠模型ꎬ研究 ＤＨＡ 对 ＡＲＭＤ 大鼠视网膜光
感受器细胞凋亡的影响ꎬ并探讨了其可能的作用机制ꎬ以
期为该疾病的治疗提供新方法ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １实验动物 　 健康雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只ꎬ清洁级ꎬ８ 周
龄ꎬ体质量 １６０~２３０ｇꎬ由上海斯莱克实验动物有限责任公
司提供ꎬ动物合格证号:ＳＣＸＫ(沪)２０１７－０００５ꎮ 大鼠自由
饮水和饮食ꎬ饲养温度 ２０℃ ~ ２５℃ꎬ湿度 ５０％ ~ ５６％ꎬ光照
１２ｈꎮ 本研究经本院动物伦理委员会批准同意ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２ 实验试剂和仪器 　 ＤＨＡ(批号:２０１７１１１５)ꎬ美国
Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＴＵＮＥＬ 试剂盒(批号:２０１７１２１６)ꎬ瑞士罗氏
(Ｒｏｃｈｅ)公司ꎻＴＮＦ－α(批号:２０１７１２１６)和 ＩＬ － ６(批号:
２０１７１３２９)试剂盒ꎬ南京建成生物工程研究所ꎻＢＣＡ 试剂
盒(批号:２０１８０１２５)ꎬ上海碧云天公司ꎻＮＦ－κＢｐ６５(批号:
Ｂｓ－０４６７Ｒ)和 ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５(批号:Ｂｓ－０４５８Ｒ)抗体ꎬ北京
博奥森生物技术有限公司ꎻＰＩ３Ｋ(批号:Ｓｃ１２３６)和 ｐ－ＰＩ３Ｋ
抗体(批号:Ｓｃ１１５２)ꎬＳａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻＡｋｔ(批号:９２７５)和
ｐ－Ａｋｔ(批号:９２４６)抗体ꎬ美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司ꎻＢａｘ(批
号:Ｓｃ１２１５)和 Ｂｃｌ－２(批号:Ｓｃ１２３７)抗体ꎬ美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司ꎻｃｌｅｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 抗体(批号:２０１８０２１４)ꎬ武汉博士
德生物工程有限公司ꎮ 珊顿石蜡切片机ꎬ英国ꎻＸＳＰ－９ＣＡ
光学显微镜ꎬ上海光学仪器一厂ꎻＨ－６００ 型透射电镜ꎬ日
本日立公司ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １实验分组和模型建立　 大鼠适应性饲养 ７ｄ 后ꎬ按
照随机数字表法分为空白对照组、模型组、低剂量 ＤＨＡ 组
(Ｌ－ＤＨＡ 组)、中剂量 ＤＨＡ 组(Ｍ－ＤＨＡ 组)和高剂量 ＤＨＡ
组(Ｈ－ＤＨＡ 组)ꎬ每组 １２ 只ꎮ 参照文献方法采用视网膜
光损伤法建立干性 ＡＲＭＤ 大鼠模型[８]ꎮ Ｌ － ＤＨＡ 组、

Ｍ－ＤＨＡ组和 Ｈ－ＤＨＡ 组分别按剂量 ２􀆰 ５、５􀆰 ０、１０μｇ / ｋｇ 玻
璃体注射 ＤＨＡ[９]ꎮ 空白对照组和模型组注射等量生理盐
水ꎮ 造模起开始治疗ꎬ每 １０ｄ 注射一次ꎬ注射 ５ 次ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２标本采集 　 最后一次给药结束后ꎬ大鼠腹腔注射
２％戊巴比妥钠麻醉ꎬ断颈处死ꎬ冰浴下摘取眼球ꎬ沿赤道
部剖开ꎬ剥离视网膜组织ꎮ 其中每组中 ６ 只大鼠右眼视网
膜组织 ４％多聚甲醛固定ꎬ制作石蜡切片ꎬＨＥ 染色后行病
理学观察和 ＴＵＮＥＬ 检测ꎮ ６ 只大鼠的左眼视网膜组织
２􀆰 ５％戊二醛固定ꎬ行透射电镜观察ꎮ 剩余 ６ 只大鼠视网
膜组织－８０℃保存备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ＴＵＮＥＬ原位凋亡检测 　 石蜡切片经常规脱蜡处
理、ＰＢＳ 冲洗后ꎬ将切片置于湿盒中ꎬ滴加 ５０μＬ 蛋白酶工
作液ꎬ３７℃水浴 ２０ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ滴加 ２０μＬ ＴＵＮＥＬ
反应 液ꎬ ３７℃ 水 浴 １ｈꎮ ＰＢＳ 冲 洗 ３ 次 后ꎬ 滴 加 ２０μＬ
Ｃｏｎｖｅｒｔｅｒ－ＰＯＤ 溶液ꎬ３７℃水浴 ３０ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 冲洗 ３ 次后ꎬ
滴加 ５０μＬ ＤＡＢ 工作液进行显色反应ꎬＰＢＳ 冲洗ꎮ 苏木素
复染 １０ｓꎬ自来水漂洗ꎬ盐酸、酒精分化数秒ꎬ自来水漂洗ꎬ
１％氨水泛蓝ꎬ自来水漂洗ꎮ 酒精梯度脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ
中性树脂封片ꎮ ４００ 倍镜下观察 ＴＵＮＥＬ 染色切片ꎬ分别
计算外核层和神经节细胞层细胞凋亡指数(ＡＩ)ꎮ ＡＩ ＝凋
亡细胞数 / 总细胞数×１００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４酶联免疫吸附法测定视网膜组织 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６
水平　 取视网膜组织 １ｇꎬ添加 ９ｍＬ 生理盐水于匀浆器中
制备组织匀浆液ꎬ３０００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎ 后ꎬ保留上清ꎬ参
照酶联免疫测定视网膜组织 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 水平ꎬ在酶标
包被板添加 ５０μＬ 标准品ꎬ设空白孔(不添加样品和酶标
试剂)、待测样品孔ꎬ将 ４０μＬ 样品、１０μＬ 亲和素加入待测
样品孔ꎬ封板后 ３７℃反应 ３０ｍｉｎꎬ清洗、拍干后ꎬ添加 ５０μＬ
酶标试剂(空白孔除外)ꎬ封板后 ３７℃温育 ３０ｍｉｎꎬ洗涤、拍
干后ꎬ添加 １００μＬ 显色剂ꎬ３７℃避光放置 ５ｍｉｎꎬ添加 ５０μＬ
终止液结束反应ꎬ于 ４５０ｎｍ 波长检测各孔 ＯＤ 值ꎬ绘制标
准品曲线计算样品浓度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 取视网膜组织ꎬ充分
裂解后ꎬＢＣＡ 法定量蛋白含量ꎮ 取 ３０μｇ 蛋白质ꎬ加入上
样缓冲液ꎬ９５℃煮沸 ５ｍｉｎꎬ进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 电泳结
束后ꎬ将蛋白条带转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂牛奶 ３７℃封闭
１ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗膜后ꎬ分别加入 Ｂａｘ、ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５ 和 ｃｌｅｖｅｄ－
ｃａｓｐａｓｅ－３、ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ 和 Ｂｃｌ－２ 一抗(１∶ ３００)ꎬ４℃孵育
１２ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗膜ꎬ加入 ＨＲＰ 标记 ＩｇＧ 二抗(１∶ ５０００)ꎬ３７℃
孵育 ２ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗膜ꎬ加入 ＥＣＬ 发光液ꎬ避光显影ꎬ凝胶成
像系统自动显影ꎬ扫描 Ｂａｘ、 ｐ － ＮＦ － κＢｐ６５ 和 ｃｌｅｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅ－３、ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ 和 Ｂｃｌ－２ 蛋白条带灰度值ꎬ以
β－ａｃｔｉｎ为内参ꎬ各蛋白相对表达水平 ＝目的蛋白灰度值 /
β－ａｃｔｉｎ 灰度值ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件对实验数据进行统

计分析ꎮ 计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素
方差分析ꎬ若存在差异ꎬ进一步采用 ＬＳＤ－ｔ 检验进行两两
比较ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １各组大鼠 ＨＥ染色结果　 各组大鼠视网膜总厚度、外
核层和内核层厚度比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ １７５􀆰 ８７９、
１２􀆰 ６６８、１９􀆰 ３８７)ꎮ 与空白对照组比较ꎬ模型组大鼠视网膜
总厚度、外核层和内核层厚度均降低ꎬ差异有统计学意义
( ｔ ＝ ２３􀆰 ００４、 ５􀆰 ９３４、 ７􀆰 １８２ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组比较ꎬ
Ｍ－ＤＨＡ组和 Ｈ－ＤＨＡ 组大鼠视网膜总厚度、外核层和内
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图 １　 各组大鼠 ＨＥ染色结果(×４００)　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:Ｌ－ＤＨＡ 组ꎻＤ:Ｍ－ＤＨＡ 组ꎻＥ:Ｈ－ＤＨＡ 组ꎮ

图 ２　 各组大鼠 ＴＵＮＥＬ染色结果(×４００)　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:模型组(黑色箭头所示为 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞)ꎻＣ:Ｌ－ＤＨＡ 组ꎻＤ:Ｍ－ＤＨＡ
组ꎻＥ:Ｈ－ＤＨＡ 组ꎮ

图 ３　 各组大鼠视网膜神经节细胞超微结构(×５０００)　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:Ｌ－ＤＨＡ 组ꎻＤ:Ｍ－ＤＨＡ 组ꎻＥ:Ｈ－ＤＨＡ 组ꎮ Ｎ:神
经节细胞的细胞核ꎻＭ:神经节细胞的线粒体ꎻＶ:空泡ꎮ

表 １　 各组大鼠视网膜的总厚度、外核层和内核层厚度变化

(􀭰ｘ±ｓꎬμｍ)
组别 视网膜总厚度 外核层 内核层

空白对照组 １６７􀆰 ２５±５􀆰 ２１ ２２􀆰 ３７±２􀆰 ６１ ４３􀆰 １６±３􀆰 １５
模型组 １１０􀆰 ２３±３􀆰 １４ａ １５􀆰 ３７±１􀆰 ２４ａ ３１􀆰 ２４±２􀆰 ５７ａ

Ｌ－ＤＨＡ 组 １２４􀆰 ３５±３􀆰 ５７ｃ １６􀆰 ４３±１􀆰 ２８ ３３􀆰 １１±２􀆰 ５９
Ｍ－ＤＨＡ 组 １３９􀆰 ４３±４􀆰 ３５ｃ １８􀆰 ６２±２􀆰 ２５ｃ ３７􀆰 ８２±２􀆰 ６７ｃ

Ｈ－ＤＨＡ 组 １５８􀆰 ３４±５􀆰 １１ｃ ２１􀆰 ０５±２􀆰 ４６ｃ ４０􀆰 ６１±２􀆰 ８７ｃ

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

核层厚度均升高ꎬ差异有统计学意义( ｔＭ－ＤＨＡ组 ＝ １３􀆰 ４２７、
３􀆰 ０９９、４􀆰 ３４９ꎬｔＨ－ＤＨＡ组 ＝ １９􀆰 ７３３、５􀆰 ０５０、５􀆰 ９８５ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎻＬ－
ＤＨＡ 组大鼠视网膜总厚度升高ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝
７􀆰 ３８１ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬ外核层和内核层厚度升高ꎬ但差异无统
计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５ꎬ图 １ꎬ表 １)ꎮ
２􀆰 ２各组大鼠视网膜细胞凋亡情况　 如图 ２ 所示ꎬＴＵＮＥＬ
阳性细胞(黑色箭头)主要分布在神经节细胞层和视网膜
外核层中ꎮ 各组大鼠神经节细胞层和外核层细胞凋亡指
数比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ １２５􀆰 ３７９、１５０􀆰 ２４５ꎬＰ <
０􀆰 ００１)ꎮ 与空白对照组比较ꎬ模型组大鼠神经节细胞层
和外核层细胞凋亡指数升高ꎬ差异有统计学意义 ( ｔ ＝
２０􀆰 ５７９、１９􀆰 ８３３ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组比较ꎬＭ－ＤＨＡ 组和
Ｈ－ＤＨＡ 组大鼠神经节细胞层和外核层细胞凋亡指数降
低ꎬ差异有统计学意义( ｔＭ－ＤＨＡ组 ＝ ７􀆰 ９３４、７􀆰 ５１８ꎬ ｔＨ－ＤＨＡ组 ＝
１４􀆰 ６５６、１４􀆰 ５８５ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎻＬ－ＤＨＡ 组降低ꎬ但差异无统计
学意义(Ｐ>０􀆰 ０５ꎬ图 ２ꎬ表 ２)ꎮ

表 ２　 各组大鼠神经节细胞层和外核层细胞凋亡指数比较

(􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 神经节细胞层 外核层

空白对照组 ８􀆰 ３７±１􀆰 ２１ ６􀆰 １３±０􀆰 ８２
模型组 ７７􀆰 ５１±８􀆰 １４ａ ６２􀆰 １５±６􀆰 ８７ａ

Ｌ－ＤＨＡ 组 ６８􀆰 ３５±８􀆰 ２３ ５６􀆰 ４３±６􀆰 １２
Ｍ－ＤＨＡ 组 ４２􀆰 １８±７􀆰 ２６ｃ ３６􀆰 ６２±４􀆰 ６９ｃ

Ｈ－ＤＨＡ 组 ２２􀆰 ５４±４􀆰 ２６ｃ １７􀆰 １５±３􀆰 １５ｃ

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

２􀆰 ３各组大鼠透射电镜观察超微结构　 视网膜神经节细
胞超微结构见图 ３ꎮ 空白对照组视网膜神经节细胞具有
均匀正常出现的细胞核和线粒体ꎮ 模型组出现空泡化ꎬ染
色质边缘化ꎬ染色质浓缩ꎬ线粒体肿胀和嵴缺失ꎮ ＤＨＡ 治
疗后ꎬ空泡化、染色质边缘化、染色质浓缩以及线粒体肿胀
的不同程度改善ꎮ Ｈ－ＤＨＡ 组线粒体和细胞核基本正常ꎬ
与空白对照组较为相似ꎮ
２􀆰 ４各组大鼠视网膜组织 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 水平比较　 各
组大鼠视网膜组织 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 表达水平比较ꎬ差异有
统计学意义(Ｆ ＝ １８􀆰 ７２９、８０􀆰 １３６ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 与空白对照
组比较ꎬ模型组大鼠视网膜组织 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 表达水平
均升高ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ６􀆰 ８４６、１３􀆰 ０７９ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ
与模型组比较ꎬＭ－ＤＨＡ 组和 Ｈ－ＤＨＡ 组大鼠视网膜组织
ＴＮＦ－α和 ＩＬ － ６ 表达水平均降低ꎬ差异有统计学意义
( ｔＭ－ＤＨＡ组 ＝ ４􀆰 １３２、６􀆰 ８２８ꎬｔＨ－ＤＨＡ组 ＝ ５􀆰 ８２４、１１􀆰 ９６５ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎻ
Ｌ－ＤＨＡ 组降低ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５ꎬ表 ３)ꎮ
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图 ４　 各组大鼠视网膜组织相关蛋白条带　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:Ｌ－ＤＨＡ 组ꎻＤ:Ｍ－ＤＨＡ 组ꎻＥ:Ｈ－ＤＨＡ 组ꎮ

表 ３　 各组大鼠视网膜组织 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－６ 水平比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｎｇ / Ｌ)
组别 ＴＮＦ－α ＩＬ－６
空白对照组 １􀆰 ２１±０􀆰 ３４ ３􀆰 ４２±０􀆰 ２８
模型组 ２􀆰 ９７±０􀆰 ５３ａ ７􀆰 １５±０􀆰 ６４ａ

Ｌ－ＤＨＡ 组 ２􀆰 ５８±０􀆰 ４７ ６􀆰 ７３±０􀆰 ５３
Ｍ－ＤＨＡ 组 １􀆰 ８７±０􀆰 ３８ｃ ４􀆰 ９２±０􀆰 ４８ｃ

Ｈ－ＤＨＡ 组 １􀆰 ４６±０􀆰 ３５ｃ ３􀆰 ６１±０􀆰 ３４ｃ

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ４　 各组大鼠视网膜组织相关蛋白表达水平比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ｐ－ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ Ｂａｘ Ｂｃｌ－２ ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５ / ＮＦ－κＢｐ６５ ｃｌｅｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３
空白对照组 ０􀆰 ５９±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０３ ０􀆰 ０７±０􀆰 ０１ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０３ ０􀆰 １３±０􀆰 ０１ ０􀆰 １１±０􀆰 ０１
模型组 ０􀆰 １３±０􀆰 ０１ａ ０􀆰 ０７±０􀆰 ０１ａ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０３ａ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２ａ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０２ａ ０􀆰 １９±０􀆰 ０１ａ

Ｌ－ＤＨＡ 组 ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２ ０􀆰 １１±０􀆰 ０１ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０１ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０２ ０􀆰 １８±０􀆰 ０２
Ｍ－ＤＨＡ 组 ０􀆰 ３９±０􀆰 ０２ｃ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０２ｃ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０２ｃ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０２ｃ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０３ｃ ０􀆰 １６±０􀆰 ０３ｃ

Ｈ－ＤＨＡ 组 ０􀆰 ４８±０􀆰 ０３ｃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０２ｃ ０􀆰 １２±０􀆰 ０１ｃ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０３ ０􀆰 １５±０􀆰 ０２ｃ ０􀆰 １３±０􀆰 ０２ｃ

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

２􀆰 ５各组大鼠视网膜组织相关蛋白表达　 各组大鼠视网
膜组织 Ｂａｘ、ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５ 和 ｃｌｅｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、ｐ－ＰＩ３Ｋ、
ｐ－Ａｋｔ和 Ｂｃｌ － ２ 蛋白比较ꎬ 差异有统计学意 义 ( Ｆ ＝
９１６􀆰 ８９５、１６８􀆰 ６８２、１７􀆰 ８４２、３９０􀆰 ７８８、６２４􀆰 ９４７、７６􀆰 １２５ꎬＰ <
０􀆰 ０１)ꎮ 与空白对照组比较ꎬ模型组大鼠视网膜组织 Ｂａｘ、
ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５ 和 ｃｌｅｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达升高ꎬ差异有
统计 学 意 义 ( ｔ＝ ４０􀆰 ２７９、 ２７􀆰 ３８６、 １３􀆰 ８５６ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０５ )ꎻ
ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ和 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达降低ꎬ差异有统计学意
义( ｔ＝ ３５􀆰 ６３１、３７􀆰 １８１、１８􀆰 ３４３ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组比较ꎬ
Ｍ－ＤＨＡ组和 Ｈ－ＤＨＡ 组大鼠视网膜组织 Ｂａｘ、 ｐ － ＮＦ －
κＢｐ６５ 和 ｃｌｅｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达降低ꎬ差异有统计学

意义 ( ｔＭ－ＤＨＡ组 ＝ １８􀆰 ３４３、 ８􀆰 １５２、 ２􀆰 ３２４ꎬ ｔＨ－ＤＨＡ组 ＝ ３６􀆰 ４０６、
１９􀆰 ９１９、６􀆰 ５７３ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎻｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ 和 Ｂｃｌ－２ 蛋白表

达升高ꎬ差异有统计学意义 ( ｔＭ－ＤＨＡ组 ＝ ２８􀆰 ４８２、 ２０􀆰 ８１３、
３􀆰 １８４ꎬ ｔＨ－ＤＨＡ组 ＝ ２７􀆰 １１１、 ３５􀆰 ０５４、 ８􀆰 ８３２ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ 图 ４ꎬ
表 ４)ꎮ
３讨论

ＡＲＭＤ 是一种眼科常见的视网膜黄斑退行性病变ꎬ由
年龄、饮食、环境等多种因素引起的综合病症ꎬ对患者视力
造成严重损伤[１０]ꎮ 目前ꎬＡＲＭＤ 的发病机制尚不十分明

确ꎬ但其病理已经证实与患者视网膜光感受器细胞的凋亡
有密切关系ꎮ 因此ꎬ开发新的能够抑制光感受器细胞凋亡
的药物ꎬ延缓病情ꎬ减轻患者痛苦具有十分重要的意义ꎮ

ＤＨＡ 是人体必须的高度不饱和脂肪酸ꎬ不能由自身
合成ꎬ主要从食物中获取ꎮ ＤＨＡ 作用广泛ꎬ具有抗神经炎
症、抗氧化等功能ꎬ对帕金森、老年痴呆、黄斑变性等疾病
有一定的预防作用ꎮ 有报道称ꎬ与不含 ＤＨＡ 藻油的大豆

调和油饲养的大鼠相比ꎬ含 ＤＨＡ 藻油的大豆调和油饲喂
的 ＳＤ 大鼠视网膜组织细胞层次更为清楚ꎬ细胞生长正常
并且排列紧密ꎬ杆状细胞、锥状细胞清晰可见ꎬ说明 ＤＨＡ
有益于视网膜组织细胞的生长发育[１１]ꎮ 艾明等[１２] 研究

表明ꎬＤＨＡ 可抑制 Ｎ－甲基－Ｎ－亚硝脲(ＭＮＵ)对视网膜光
感受器细胞超微结构的损伤ꎬ具有较好的保护作用ꎬ是一
种潜在延缓视网膜色素变性病程进展的有效药物ꎮ 本研

究结果显示ꎬ模型组大鼠视网膜总厚度、外核层和内核层
厚度较空白对照组降低ꎬ视网膜神经节细胞层和外核层细
胞凋亡指数升高ꎬ神经节细胞出现空泡化ꎬ染色质边缘化ꎬ
染色质浓缩ꎬ线粒体肿胀和嵴缺失现象ꎬ提示模型组大鼠
视网膜光感受异常ꎬ细胞凋亡ꎮ 经 ＤＨＡ 治疗后ꎬ可明显改
善视网膜神经节细胞染色质边缘化和浓缩、线粒体肿胀等
现象ꎬ增加视网膜总厚度、外核层和内核层厚度ꎬ以及降低

视网膜神经节细胞层和外核层细胞凋亡指数ꎬ随着给药剂
量的增加ꎬ视网膜神经节细胞逐渐得到恢复ꎬ具有剂量依
赖性ꎬ与相关研究报道结果一致ꎬ提示 ＤＨＡ 可保护 ＡＲＭＤ
大鼠光感受器细胞凋亡ꎬ可能是潜在治疗 ＡＲＭＤ 疾病的
药物ꎮ
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为了了解 ＤＨＡ 保护 ＡＲＭＤ 大鼠光感受器细胞凋亡
的作用机制ꎬ本研究基于 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路进行了简单
探讨ꎮ 本研究结果显示ꎬ与空白对照组比ꎬ模型组大鼠视
网膜组织 ｐ－ＰＩ３Ｋ 和 ｐ－Ａｋｔ 蛋白表达水平降低ꎬＰＩ３Ｋ 是一
种可使肌醇环第 ３ 位羟基磷酸化的磷脂酰肌醇激酶ꎬＡｋｔ
是 ＰＩ３Ｋ 的下游作用靶点ꎮ ＰＩ３Ｋ 被激活后生成的磷脂产
物进一步激活 Ａｋｔ 及其下游信号级联反应ꎬ参与细胞的生
长和发育、抗凋亡等过程ꎮ 近年来研究发现ꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信
号通路与眼部疾病关系密切[１３]ꎬ 陈春丽等[１４] 发现上调
ＡＲＭＤ 视网膜色素上皮细胞 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路ꎬ可降低
细胞氧化应激损伤ꎬ发挥细胞保护作用ꎮ 结合文献本研究
结果提示 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路可能参与 ＡＲＭＤ 的发生ꎮ
本研究发现玻璃体注射 ＤＨＡ 后ꎬｐ－ＰＩ３Ｋ 和 ｐ－Ａｋｔ 蛋白水
平升高ꎬ随着注射剂量的升高ꎬｐ－ＰＩ３Ｋ 和 ｐ－Ａｋｔ 蛋白水平
逐渐升高ꎮ 玻璃体内注射 ＤＨＡ 可减轻 ＮａＩＯ３ 诱导的

ＡＲＭＤ 大鼠模型的感光细胞损伤[７]ꎮ ＤＨＡ 抑制 ＰＩ３Ｋ 活
性ꎬ进而降低非小细胞肺癌(ＮＳＣＬＣ)细胞活力ꎬ诱导细胞
凋亡[１５]ꎮ 基于此ꎬ本研究推测 ＤＨＡ 可能通过激活 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 信号通路ꎬ促进 ｐ－ＰＩ３Ｋ 和 ｐ－Ａｋｔ 蛋白表达ꎬＤＨＡ 可能
也通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路缓解视网膜组织损伤ꎬ进而发
挥对 ＡＲＭＤ 的保护作用ꎮ 本研究结果显示ꎬ模型组大鼠
视网膜组织 Ｂａｘ、ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５ 和 ｃｌｅｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白、
炎性因子 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ － ６ 表达升高ꎬｐ －ＰＩ３Ｋ、ｐ －Ａｋｔ 和
Ｂｃｌ－２蛋白表达降低ꎻ研究表明 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路可促进
Ｂｃｌ－２ 蛋白表达ꎬ抑制 Ｂａｘ 蛋白表达ꎬ抑制细胞凋亡[１６]ꎻ
Ｄｉｌｌｙ 等[１７] 研究发现ꎬ激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路能够活化
ＮＦ－κＢ 上调 ＴＮＦ－α、ＩＬ － ６ 等炎性因子的表达ꎻ仇志富
等[１８]研究发现ꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路可抑制 ｃａｓｐａｓｅ－９ 磷
酸化ꎬ降低 ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达ꎬ降低细胞凋亡ꎮ 以往研究证
实ꎬ激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路ꎬ可增强 Ｂｃｌ－２ 表达ꎬ下调 Ｂａｘ
表达ꎬ促进慢性高眼压 ＳＤ 大鼠初级视皮质神经元损伤的
修复ꎬ改善神经元细胞超微结构以及降低眼压[１９]ꎮ 基于
以上研究推测 ＡＲＭＤ 大鼠视网膜组织损伤后下调 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 信号通路ꎬ进而激活 ｃａｓｐａｓｅ－３ 通路ꎬ造成 ＡＲＭＤ 大鼠
光感受器细胞凋亡ꎮ 本研究结果显示ꎬ经 ＤＨＡ 干预后视
网膜组织 Ｂａｘ、ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５ 和 ｃｌｅｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达
及炎性因子 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 表达均降低ꎬ具有剂量依赖
性ꎮ 研究发现 ＤＨＡ 可能通过 Ｎｒｆ２ 途径诱导视网膜色素
上皮细胞表达 ＨＯ－１ꎬ降低视网膜色素上皮细胞凋亡ꎬ从
而发挥对视网膜色素上皮细胞的保护作用[５]ꎮ 推测 ＤＨＡ
可能通过上调 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路降低 ＡＲＭＤ 大鼠光感
受器细胞凋亡ꎬ进而发挥对 ＡＲＭＤ 的保护作用ꎮ

综上所述ꎬＤＨＡ 可降低 ＡＲＭＤ 大鼠光感受器的细胞
凋亡ꎬ其可能通过激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路ꎬ上调 ｐ－ＰＩ３Ｋ
和 ｐ－Ａｋｔ 蛋白表达ꎬ进而抑制下游凋亡相关蛋白表达ꎬ从
而发挥抗凋亡作用的ꎬ是治疗 ＡＲＭＤ 的潜在药物ꎮ 本研
究也存在一些不足ꎬＡＲＭＤ 机制较复杂ꎬＤＨＡ 是否通过其
它途径发挥保护作用ꎬ还有待后续深入研究ꎮ
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